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Abstract: 
This study provides a reliable reverse phase high performance liquid 
chromatographic (RP-HPLC) method that has been developed and 
validated for the simultaneous determination of fat-soluble 
vitamins; A, D3 and E in pharmaceutical dosage form. The 
multivitamins were initially HPLC estimated and neatly resolved 
peaks were obtained via an RP – C18 column. The mobile phase 
(mixture of ethanol: methanol: 1-heptane sulfonate sodium salt) was 
pumped at a flow rate of 1.0 mL per min in the ratio of (50: 50: 1, 
v/v/w) and the eluents were monitored by a uv-detector set up at 265 
nm. The retention time for vitamins; D3, E and A was found to be 
4.0, 6.0 and 11.0 min, respectively. Linearity was ascertained via 
linear calibration curves for the three vitamins (R2= 0-9993 for 
vitamin A, 0.9994 for vitamin D3 and 0.9995 for vitamin E ) within 
the concentration range of (1.5775 – 11.0425 mg/ml) for vitamin A, 
(0.0625 – 0.4375 mg/ml) for vitamin D3 and (1.250 – 8.750 mg/ml) 
for vitamin E. 
The method was statistically validated and RSD was found to be less 
than 2% indicating high degree of accuracy and precision of the 
proposed HPLC method. The percentage recoveries from the 
combined dosage form were between 99.6% to 101.9%, for vitamin 
A, 98.2 % to 101.7% for vitamin D3 and 99.6% to 101.9% for 
vitamin E .Validation of the proposed method was carried out for its 
accuracy, precision, linearity, range and specificity according to 
ICH guidelines. A stability study was also carried out and indicated 
that this method can also be used for purity and degradation of these 
formulations that occurred due to temperature, humidity and time. 
The method has been successfully applied for these analysis of drugs 
formulated as injections. 
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  البحث مستخلص
 باستخدام جهاز الكروماتغرافيا السائلة عالية الكفاءةتم في هذه الدراسة تطوير وتحقق من طريقة تحليل 
) والتي Eفيتامين (و ) 3Dفيتامين (،) Aللفيتامينات الذائبة في الدهون في آن واحد وهي فيتامين (
 تم تركيبها في شكل مستحضر صيدلاني وهو الحقن. 
 81Cباستخدام عمود فصل معكوس الطبقة الثابتة من النوع ( فصلكما تم اجراء عملية 
ل من مزيج الايثانول والميثانول وواحد هيبتان سلفونيك ور السائ). ويتكون الطmµ5 mm6.4x052
 . (  1:05:05 w/v/vصوديوم بالنسب: ( 
 عند طول موجيالالاشعة فوق البنفسجية بضبط  مطياف تم قياس الفيتامينات المفصولة باستخدام
للفيتامينات الثلاثة، وكان معامل  رة الخطيةايبمنحنيات المعنانومتر. تم التاكد من العلاقة الخطية  562
عند مدى  Eلفيتامين   5999.0و  3Dلفيتامين  4999.0و  Aلفيتامين  3999.0) R2الارتباط (
 -052.1ملغم/مل لفيتامين ،  5734.0 -5260.0 و  5240.11 -5775.1  :التركيز
 على التوالي. Eو  3D، Aنات ملغم/مل لفيتامي057.8
% 2اقل من  )DSR(وتم التحقق من الطريقة احصائيًا حيث كانت نتائج الانحراف المعياري النسبي 
 . قيد الدراسه يؤكد أن الطريقة المقترحة تتميز بدرجة عالية من الدقة لجميع الفيتاميناتو هذا 
 -% 6.99% و7.101-%2.89 ،% 9.101 -% 6.99بين اسة الدقة وكانت النسب المستعادة لدر 
 .على التوالي Eو  3D، Aنات لفيتامي %9.101
والعلاقة الخطية للطريقة ومداها  واختبار  تم التحقق من الطريقة بإجراء اختبارات صحة القراءات ودقتها
من بين المستحضر وكل تلك الاختبارات تمت وفقًا لدليل التحقق من طرق انتقائية الطريقة للعقار 
) كما تم اجراء الدراسة التي تشير إلى استقرار العقار والتي بينت enilediug HCIالتحليل المبتكرة (
الزمن أي أن  واالرطوبة  واة مكن أن تستخدم لتقييم تحطم العقار الذي ينجم بفعل الحرار يأن الطريقة 
 . تم استخدام الطريقة في تحليل الدواء المركب في شكل حقن بنجاح.تصلح لتقييم الاستقراريه  ريقةالط
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Abbreviations 
 
ICH International conference on harmonization 
USP United states Pharmacopoeia. 
BP British Pharmacopoeia. 
JP Japanese Pharmacopoeia. 
LOD Limit of detection 
LOQ Limit of quantification 
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